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PROCEDE DE PREPARATION DUNE COMPOSITION PAR EXTRACTION DE NACRE, COMPRENANT 
L'INTEGRALITE DES COMPOSANTS DE LA NACRE, COMPOSITION OBTENUE PAR CE PROCEDE ET SON 
UTILISATION EN PHARMACIE ET COSMETIQUE. 

La presente invention concerne un procede de prepa- 
ration d'une composition, caracterise en ce qu'il comprend 
les etapes consistant: 

a) a reduire de la nacre en une poudre de granulometrie 
comprise entre environ 1 et environ 300 u.m; 

b) a mettre la poudre de nacre ainsi obtenue en contact 
intime avec un agent d'extraction sous la forme d'une solu- 
tion hydroglycolique d'au moins un collagene, d'au moins un 
proteoglycanne ou d'un melange de ces derniers; puis 

c) a recuperer le melange d'extraction, forme par la mise 
en contact intime, constituant la composition desiree. 

La presente invention concerne egalement la composi- 
tion susceptible d'etre obtenu parce procede. 

Cette composition presente des proprietes tres interes- 
santes vis a vis de la peau et/ ou des phaneres, notamment 
des proprietes de regeneration tissulaire, permettant par 
exemple une cicatrisation amelioree, ainsi que des proprie- 
tes anti-age permettant de prevenir et I ou de reduire de ma- 
niere visible les effets lies au vieillissement de la peau et/ ou 
des phaneres. 
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La pr^sente invention se rapporte h un proc^de de preparation d'une 
composition comprenant l'integralit6 des composants de la nacre, au moins un collag£ne 
et au moins un proteoglycans, k la composition susceptible d'etre obtenue par ce 
proc^de et a l'utilisation de cette demise tant dans les domaines pharmaceutique que 
5 cosmetique, en particulier pour lutter contre les effets du vieillissement cutane et/ou des 
phandres. 

Les mammiferes se protfegent du milieu ext<§rieur par une barrtere constitute par 
la peau, tissu tres structure, compost de plusieurs couches, mais sensible aux agressions 
dues aux variations du milieu extracorporel. Cette situation est unique dans le rfegne 
10 animal puisque les poissons et les grenouilles stcrttent du mucus, les oiseaux sont 0 
couverts de plumes et les vertebras submammaliens et mammaliens, sauf les hominidts 
actuels, sont couverts de poils. 

L'etre humain a perdu ces attributs protecteurs : il a une peau qu'il faut proteger 
et qu'il est possible de stimuler afin de 1'aider a lutter contre les agressions et le 
15 vieillissement. 

En particulier, on sait que le vieillissement est un phtnomSne physiologique qui 
se traduit notamment par un amincissement de la peau et une perte de l'elasticite, 
conduisant notamment a 1'apparition de rides plus ou moins profonde. On peut 
tgalement constater un relachement ou desstchement superficiel et une pigmentation 
20 anarchique. 

La peau comprend trois couches : l'epiderme, le derme et, en profondeur, £ 
Thypoderme. 

L'enveloppe protectrice la plus exteme de la peau, l'tpiderme, qui recouvre 
etroitement le derme, est constitute en surface du stratum corneum. Le stratum corneum 

25 est fait de deux couches : le stratum disjunctum en surface dont la particularity est la 
desquamation et le stratum compactum, le plus profond, qui joue un role de barriere. 
L'epiderme, facile k observer macroscopiquement puisque superficiel, a fait l'objet de 
nombreuses etudes. Les rtponses connues sont celles entrances par certains agents du 
milieu extracorporel ou bien celles resultant d'applications de substances actives 

30 d'origines diverses. Les cellules de l'epiderme rdsultent de l'activite des cellules de la 
couche basale qui reposent sur une membrane basale stparant Tepiderme du derme. 
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Le derme r6sulte de 1'activite biosynthetique des fibroblastes, qui elaborent les 
constituants de la matrice extracellulaire. Celle-ci est formde de quatre grandes families 
de macromolecules : les collagfenes, Telastine, les glycoproteines de structure et les 
proteoglycannes. Le derme a la faculte de r£pondre aux signaux donnds par l'epiderme 
5 qui en r£ponse envoie £galement des signaux & l'epiderme. D'une manidre g£n£rale, il 
existe des ^changes entre ces differentes couches dermiques et epidermiques de la peau, 
qui sont destines a assurer le renouvellement cellulaire, la cohesion et l'hydratation des 
couches externes. 

De nombreux actifs ont et£ proposds pour pr£venir ou retarder les effets du 
10 vieillissement. 

Parmi ceux-ci, la nacre a ete utilis^e depuis l'Antiquite en esthetique et dans les 
pharmacop£es traditionnelles. Par ailleurs, la nacre est connue pour ses propri6t6s 
reg£n£ratrices des os. 

On sait en particulier que la nacre, ou aragonite chonchylifere, est une formation 

15 min£ralisee biogdne; elle est constitute d'une matrice organique de substances fibreuses 
et non fibreuses repr^sentant environ 1,7 a 2 % de la masse totale (Taylor et al, Bulletin 
of the British Museum (Natural history) Zoology.Suppl.3 125pp. + 29 Planches, 1969) et 
de carbonate de calcium cristallise sous forme orthorhombique, appele aragonite, 
associe a des oligo-elements (sodium, magnesium, lanthane, zinc, brome, cesium, fer, 

20 manganese, chlore, cuivre, potassium, calcium, strontium et soufre). Plus 
particulierement, la phase organique totale de la nacre se presente sous la forme d'une 
matrice organique compos^e de prolines fibreuses, constitutes notamment de 
collag£nes ancestraux depourvus d'hydroxyproline et d'hydroxylysine, et de prolines 
non fibreuses. Environ 50% de la matrice organique de la nacre est hydrosoluble (ou 

25 "water soluble"). Les 50 % restants ne peuvent etre obtenus qu'apr6s decalcification. 

Toutefois, les produits de Tart anttrieur, obtenus par melange d'une poudre de 
nacre avec un excipient ou un diluant inerte, pulverulent, comme d£crit par exemple 
dans la demande WO 97/23231, provoquent des phenom£nes indesirables d'irritation de 
la peau, dus la presence de la nacre sous forme de poudre (en particulier de son 

30 composant majoritaire, l'aragonite ou CaC0 3 ). La teneur en poudre de nacre dans ces 
produits doit done imperativement etre trds limitee pour eviter ces phenomfenes 
d'irritation. Ces p6nom£nes indesirables d'irritation ont notamment pour origine le pH 
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trop basique de ces produits connus, au contact de la peau. En outre, les produits connus 
a base de poudre de nacre prSsentent des problemes sp^cifiques de formulations, 
notamment de stabilite (ruptures d'emulsions) et d'ajustement du pH a une vaieur moins 
basique. 

5 Par ailleurs, la demande WO 97/24133 decrit un procede de preparation de 

substances biologiquement actives £ partir de la nacre, par mise en contact d'une poudre 
de nacre avec un solvant aqueux choisi parnii l'eau pure, bidistiltee ou apyrogfene, 
eventuellement addition^ de sels, dans lequel on s<5pare ensuite la fraction 
hydrosoluble de fa<;on & ne r6cup6rer que la fraction aqueuse, essentiellement done 

10 depourvue des constituants min^raux et de la phase organique non hydrosoluble de la 0 
nacre. Ce procede ne peut done permettre en particulier la preparation d'une 
composition comprenant notamment l'integralitc des composants de la nacre, en 
particulier la phase organique totale de la nacre. 

On a maintenant constate de manure tout a fait surprenante et inattendue que la 

15 mise en oeuvre d'un procede sp6cifique permet d'obtenir une composition nouvelle, 
comprenant non seulement I'integralite des composants de la nacre mais aussi une 
association avantageuse de ces derniers avec certains composes qui permettent au 
moins de potentialiser Tactivite des composants de la nacre, sinon de fournir un effet de 
synergie, en vue notamment pr£venir et / ou de reduire de manure visible les effets lies 

20 au vieillissement de la peau et/ou des phan£res. 

La pr^sente invention a ainsi pour objet un procede de preparation d'une £ 
composition, caracterise en ce qu'il comprend les etapes consistant : 

a) & reduire de la nacre en une poudre de granulomere comprise entre environ 1 

et environ 300 |im; 

25 b) a mettre la poudre de nacre ainsi obtenue en contact intime avec un agent 

d'extraction sous la forme d'une solution hydroglycolique d'au moins un collag^ne, d'au 

moins un proteoglycans ou d'un melange de ces derniers; puis 

c) & n§cup£rer le melange d'extraction, forme par la mise en contact intime, 

constituant la composition desir£e. 
30 Le present procede permet d'obtenir une composition sous la forme du melange 

d'extraction obtenu a l'etape b). 
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La nacre utilis^e pour la mise en oeuvre du procede selon Tinvention peut etre 
obtenue k partir de coquilles de mollusques nacriers et de certains cephalopodes (par 
exemple le nautile). En particulier, on I'obtient a partir d'huitres telles que Pinctada 
maxima, 

5 On utilise la nacre brute, debarass6e des autres Elements de coquille riches en 

polysaccharides et calcite. De preference, on part de nacre blanche, sinon il faut pr£voir 
une etape d'elimination des pigments qui peuvent provoquer des intolerances. 

II s'agit d'une matiere premiere aisdment disponible, dont Tutilisation n'a pas 
d'impact 6coIogique n^gatif sur Ies populations naturelles. En effet, la plupart de ces 
10 huitres ou autres mollusques nacriers font I'objet d'une aquaculture. 

De plus, un avantage supplementaire est donn£ par le fait que la matiere 
premiere peut etre obtenue k partir de coquilles d' huitres ayant produit des pedes ; en 
effet, une huitre perliere est eliminde du pool productif apr£s avoir produit 
successivement au maximum 3 perles, alors qu'elle possede une 6paisse couche de 
15 nacre de qualite excellente (grade A). La presente invention propose done un debouche 
supplementaire pour une utilisation de la nacre en aval de la perliculture. 

La granulomere de la poudre de nacre utilis^e pour la mise en oeuvre du 
present procede est comprise entre environ 1 et environ 300 jam, telle que mesur^e 
avec des moyens classiques a la portee de 1'homme du metier, comme la technique de 
20 tamisage et/ou la technique k lecture LASER. 

Selon un mode de mise en oeuvre particulier du procede selon Tinvention, la 
nacre est reduite en une poudre de granulomere comprise entre environ 50 et environ 
100 ^m. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre particulier, la nacre est reduite en une 
25 poudre de granulomere comprise entre environ 15 et environ 50 jim, ce qui permet 
d'ameliorer le rendement, en approchant de la taille de l'unite cristalline (par exemple, 
l'unite elementaire de la nacre de Pinctada maxima est le biocristal, un cristal hexagonal 
d'aragonite tr£s volumineux de 9 a 12 jam). 

On procede en particulier de la manidre suivante pour r^duire la nacre en poudre 
30 selon 1'etape a) du present procede. 
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Dans une premiere phase, la nacre brute est debarrassee de la partie externe de la 
coquille (periostracum) par meulage ou tout autre precede non denaturant. 

Les plaques de nacre sont ensuite reduites en fragments par concassage afin de 
pouvoir ensuite proceder a une micronisation. Les fragments destines a etre micronises 
ont de preference une longueur comprise entre environ 2 a environ 5 centimetres et une 
epaisseur d'environ 0,3 centimetres. 

Dans une seconde phase, ces fragments sont micronises. 

La nacre peut etre utilisee sans decontamination prealable. Dans le cas d'une 
decontamination prealable, on realise un lavage decontaminant tres rapide, sans 
trempage des fragments, dans une solution d'hypochlorite de sodium a 6,6% de chlore 
actif (12°). Le sechage doit etre fait extemporanement de fa9on a retirer toute trace 
d'eau. 

Le meulage doit etre realise^ a sec dans des jarres en zirconium reservees 
exclusivement a cet effet, precedemment lavees (eau javellisee, rincage, puis lavage a 
l'eau distillee) et sterilises a chaud. Le concassage se fait au moyen de billes en 
zirconium, elles-memes sterilisees. 

La sterilisation de la nacre brute reduite en poudre peut etre realisee de deux 

facons differentes : 

- sterilisation par irradiation aux rayons y 2,5 Mrad; 
20 - sterilisation a chaud pendant 1 a 2 heures dans un autoclave a 100 °C. La nacre 

n'est degradee (matrice minerale et matrice organique) qu'a partir d'environ 250 °C ( 
Balmain, Hannoyer and Lopez, "Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and X- 
ray diffraction analyses of mineral and organic matrix during heating of Mother of Pearl 
(nacre) from the shell of the mollusc Pinctada Maxima", J. Biomed. Mater. Res. (Appl. 
Biomater.), vol.48(5):749-754, 1999). Cette sterilisation ne detruit done pas ses 

differents composants. 

Uetape b) du precede selon l'invention consiste a mettre la poudre de nacre 
decrite ci-dessus en contact intime avec un agent d'extraction sous la forme d'une 
solution hydroglycolique d'au moins un collagene, d'au moins un prot6oglycanne ou 

30 d'un melange de ces demiers. 

Par "solution hydroglycolique", on entend selon l'invention une solution du 
collagene et du proteoglycanne obtenue en utilisant un solvant hydroglycolique e'est a 



25 
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dire, d'une mantere g6n6rale, un solvant sous forme d'un melange d'eau et d'au moins 
un glycol. 

Par "glycol", on entend de manifere connue tout compost possedant deux fois la 
fonction alcool. En particulier, le glycol pouvant etre utilise est choisi dans le groupe 
5 constituS par l'ethytene glycol, le propylene glycol, le butylene glycol et les melanges de 
ces derniers. 

L'eau pouvant etre utilis£e pour former le solvant hydroglycolique peut etre de 
I'eau pure, bidistillee, apyrogSne, demin£ralis6e ou encore de l'eau deionis^e. 

Le rapport ponderal eaurglycol dans le solvant hydroglycolique est de preference 
10 compris entre environ 1 : 100 et environ 100 : 1 , et plus particulierement entre environ 
1 : 1 et environ 20 : 1 . 

De preference, l'agent d'extraction est une solution hydroglycolique d'au moins 
un collagfene. 

Le collagSne pouvant etre utilise en solution hydroglycolique dans l'agent 
15 d'extraction selon 1'invention peut etre- tout - collagdne constituant la substance 
intercellulaire du tissu conjonctif, disponible dans le rdgne animal, connu de I'homme 
du metier. 

On utilise tout particulierement de preference un collagene marin, c'est a dire un 

collagdne issu d'un organisme d'origine marine tels que les vertebras marins. En 
20 particulier, le collagene marin est le principal constituant des tissus conjonctifs du 

poisson, oil il tient un role essentiel dans la structure de la peau, des muscles, des 

tendons et des ligaments. 

On peut citer tout particulierement le collagene marin "PANCOGENE R 

MARIN", tel que commercialism par la soctete Gattefoss6 (Saint Priest, France), dont la 
25 denomination INCI est "Soluble Collagen" (referencement au Japon : "water soluble 

collagen"; MHV : 20800CZY00 10000). II s'agit d'un collagene extrait de peaux de 

poissons d'especes non prot6g6es des mers chaudes appartenant a la classe des 

Tel^osteens. 

On peut egalement citer le collagene marin "COLLAGENE NATIF MARIN - 
30 Code 690", tel que commercialism par la societe Laboratoire Industriel de Biologie 
(Soisy Sous Montmorency, France) dont la denomination CTFA est "Amino Collagen 
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Amino Acid n . II s'agit d'un collag^ne acide soluble dans l'eau, extrait des peaux de 
poissons. 

De preference, on utilise une concentration en collag£ne comprise entre environ 
0,0001 et environ 50 % en poids, et plus particulierement entre environ 0,01 et environ 
5 1 5 % en poids, par rapport au poids total de l'agent d'extraction. 

L'agent d'extraction est egalement de preference une solution hydroglycolique 
d'au moins un proteoglycanne. 

Le proteoglycanne pouvant etre utilise en solution hydroglycolique dans l'agent 
d'extraction selon l'invention peut etre tout proteoglycanne connu de l'homme du metier, 
10 notamment tout proteoglycanne non soufnJ. 4) 
En particulier, le proteoglycanne est choisi dans le groupe constitue par I'acide 
hyaluronique, le condroitine sulfate, le dermatane sulfate, Tdparane sulfate, le keratane 
sulfate et les melanges de ces derniers. 

L'acide hyaluronique est tout particulierement prefere, tel que celui 
15 commercialism par la societe Laboratoire Industriel de Biologie (Soisy Sous 
Montmorency, France). 

La concentration en proteoglycanne utilise est de preference comprise entre 
environ 0,0001 et environ 40 % en poids, et plus particulierement entre environ 0,01 et 
environ 10 % en poids, par rapport au poids total de l'agent detraction. 
20 Bien entendu, l'agent d'extraction peut comprendre en outre tout compose 

additional connu de l'homme du metier, approprie pour l'etape d'extraction elie mSme 0 
ou en vue des utilisations possibles de la composition prepare par le present procede, 
comme celles decrites ci-aprfes. L'agent d'extraction peut ainsi par exemple comprendre 
en outre des agents complexants tels que l'EDTA (acide (ethylene- 
25 diamine) tetraacetique). 

Selon un mode de realisation particulierement prefere de la presente invention, 
on met la poudre de nacre en contact intime avec l'agent d'extraction selon l'etape b) en 
realisant un melange, constitue par la poudre de nacre et l'agent d'extraction, tel qu'il 
comprend, par rapport k son poids total, environ 20 a environ 60 % en poids de poudre 
30 de nacre obtenue 4 l'etape a), telle que decrite ci-dessus, et le reste en agent d'extraction 
tel que decrit ci-dessus. 
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La mise en contact intime de la poudre de nacre avec l'agent d'extraction, selon 
Tetape b) du present procede, peut notamment etre effectuee par mise en suspension de 
la poudre de nacre dans l'agent d'extraction, sous agitation m^canique forte et 
homogdne, pour permettre un enrobage d'extraction des particules de nacre. 

On peut par exemple proceder a temperature ambiante c'est & dire a une 
temperature de l'ordre de 20 °C pendant environ 1 heure, mais les dur£es et les 
temperatures peuvent etre adaptees, par 1'homme du metier, notamment en fonction de 
la granulomere de depart de la poudre de nacre. 

Selon un autre mode de realisation, l'etape b) de mise en contact peut etre 
effectuee par passage sous pression de l'agent d'extraction k travers la poudre de nacre 
immobilisee. Cette immobilisation peut par exemple etre effectuee par une colonne, de 
type CLHP, eventuellement en melange avec des substances de charge permettant un 
meilleure diffusion de l'agent d'extraction et evitant le compactage de la poudre de 
nacre. 

Sans vouloir toutefois etre lie & une quelconque theorie, on pense quei la 
presence du collag^ne et du proteoglycans dans l'agent d'extraction, en particulier du 
collagdne marin et de l'acide hyaluronique, favoriserait l'extraction de composes 
apparentes presents dans la nacre, par un phenomene physico-chimique d'affinite, avec 
en outre une potentialisation des effets des composants ainsi extraits de la nacre. En 
particulier, on pense que l'extraction des collagdnes ancestraux de la nacre serait 
favorisee par la presence des collag^nes marins et l'extraction tant des proteines 
d'adhesion (decorine et cytokines) que des proteoglycannes de la nacre serait favorisee 
par la presence du proteoglycans choisi. 

Quoi qu'il en soit, de preference, on realise la mise en contact intime, pour une 
temperature donnee, pendant un temps suffisant pour realiser une extraction 
pratiquement complete. Par "extraction pratiquement complete", on entend selon 
Tinvention l'extraction de tous les composants extractibles de la nacre lors de sa mise en 
contact avec l'agent d'extraction. 

En d'autres termes, l'obtention d'un equilibre des concentrations totales 
notamment en collagenes ou en proteoglycannes dans la phase liquide hydroglycolique 
correspond a l'obtention de ladite "extraction pratiquement complete". 
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II est done & la port6e de l'homme du metier de determiner le caractere 
"pratiquement complet" d'une telle extraction, par exemple par des mesures r^gulieres 
de ces concentrations totales en collag£nes ou en proteoglycannes dans la phase liquide 
hydroglycolique. 

5 Quoi qu'il en soit , Tetape de mise en contact peut comprendre avant sa fin une 

periode de repos (arret de Tagitation) de la suspension de la poudre de nacre dans l'agent 
d'extraction. 

A la fin de Tetape b) de mise en contact, on r^cupere le melange d'extraction, 
forme par la mise en contact intime, constituant la composition desir^e. 

10 Cette composition, sous forme d'une suspension hydroglycolique, peut etre 

conservee telle qu'elle avant utilisation. Pour des raisons pratiques de mise en oeuvre 
ulterieure (stockage, transport, formulation etc.) on peut egalement s6parer la phase 
liquide de la phase solide de cette composition. 

Ainsi, selon une variante, le proc^de selon l'invention est caracterisd en ce que, a 

15 la fin de Tetape b), on recup^re le melange d'extraction, forme par la mise en contact 
intime, constituant la composition desire, et Ton s^pare la phase liquide de la phase 
solide de la composition par des moyens connus de l'homme du metier, tels que des 
moyens d'ultra-filtration, de filtration tangentielle etc. 

On comprend que les phases solide et liquide ainsi s£par6es constituent 

20 ensemble la composition prepare comme decrit ci-dessus. On peut ainsi pnSvoir que, 
lors d'une formulation ulterieure utilisant cette composition, avec des excipients 
pharmaceutiquement ou cosmetiquement approprtes, la composition peut etre 
reconstitute a toute etape de la formulation, par adjonction simultante ou s6par6e dans 
le temps des phases solide et liquide respectives, pour des raisons de commodity de 

25 mise en formulation. Compte tenu de ce qui precede, on comprend que la prtsente 
invention a egalement pour objet la phase liquide telle qu'obtenue a Tissue de l'etape de 
separation decrite ci-dessus. De meme, la prtsente invention a aussi pour objet la phase 
solide telle qu'obtenue a Tissue de Tetape de separation decrite ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet une composition nouvelle, 

30 sucsceptible d'etre obtenue par le proctde tel que decrit ci-dessus (comprenant les 
phases solides et liquides, avec ou sans etape de separation comme decrit ci-dessus). 
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En particulier, cette composition est caracteris^e par le fait qu'elle comprend au 
moins, sous forme d'une suspension hydroglycolique d'une phase liquide et d'une phase 
solide : 

- de l'aragonite (CaCCb) ; 

- des oligo-el£ments choisis dans le groupe constitue par Ie sodium, le 
magnesium, le lanthane, le zinc, le brome, le cesium, le fer, le manganese, le chlore, le 
cuivre, le potassium, le calcium, le strontium, le soufre et les melanges de ces derniers; 

- des proteines fibreuses de la nacre, notamment des collagdnes ancestraux de la 
nacre apparentes aux collagdnes marins de l'agent d'extraction (voir Figure 1 decrite ci- 
apres); 

- des proteines non fibreuses de la nacre, notamment des prolines apparentees 
aux proteines d'adh^sion telles que la Decorine (voir Figure 2 decrite ci-apr£s); 

- au moins un collagdne non issu de la nacre et/ou au moins un proteoglycanne 
non issu de la nacre. 

On comprend bien entendu que par "collag£ne non issu de la nacre": et par 
"proteoglycanne non issu de la nacre" on entend respectivement selon I'invention Ie 
collag^ne et le proteoglycanne utilises pour l'agent d'extraction de l'etape b) du present 
procede. De meme, l'expression "suspension hydroglycolique" s'explique par Ie fait que 
la composition selon I'invention comprend non seulement des composants solubles (en 
solution hydroglycolique) mais aussi des composants non solubles (notamment 
l'aragonite). 

Par ailleurs, les preferences £nonc£es ci-dessus pour le procede selon I'invention 
s'appliquent bien entendu & cette composition. 

Ainsi, en particulier, Ie collagfene non issu de la nacre dans la composition selon 
Tinvention est de preference un collagene marin et plus particulierement un collag^ne 
marin choisi dans le groupe constitu£ par le M PANCOGENE R MARIN", le 
"COLLAGENE NATIF MARIN - Code 690" et les melanges de ces derniers. De 
meme, le proteoglycanne non issu de la nacre peut etre tout proteoglycanne connu de 
rhomme du metier, notamment tout proteoglycanne non soufre,.et est en particulier 
choisi dans le groupe constitue par Tacide hyaluronique, le condroitine sulfate, le 
dermatane sulfate, l'eparane sulfate, le keratane sulfate et les melanges de ces derniers, 
et est plus particulierement l'acide hyaluronique. 
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Comme le montrent plus en detail les exemples ci-apr6s, cette composition 
presente des proprietes tres interessantes vis a vis de la peau et/ou des phaneres, 
notamment des proprietes de regeneration tissulaire, permettant par exemple une 
cicatrisation amelioree, ainsi que des proprietes anti-age permettant de prevenir et / ou 
de reduire de maniere visible les effets lies au vieillissement de la peau et/ou des 
phaneres. Au niveau des differents types cellulaires de la peau, elle presente une action 
reparatrice et regulatrice de l'equilibre physiologique entre ses differents constituants. 
Plus particulterement, ses composantes organiques et mindrales agissant en particulier a 
plusieurs niveaux sur le metabolisme des keratinocytes. Cette composition permet une 
restructuration de l'epiderme, contribuant a une meilleure protection des couches les 
plus profondes. L'epiderme devient plus resistant, plus profond et en continuelle 
interaction avec le derme. De plus, cette composition permet un enrichissement en 
elastine et en collagenes. La peau est plus elastique et plus ferme. Elle est resistante et 
ses composantes se renouvellent a un rythme soutenu. En outre, cette composition 
stabilise les syntheses pigmentaires et favorise la microcirculation. Enfin, cette 
composition presente l'avantage d'une innocuite totale et celui d'avoir un effet anti- 
inflammatoire, done apaisant. 

Ainsi, la presente invention a egalement pour objet une composition 
pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend, en tant que principe actif, la 
composition nouvelle telle que decrite ci-dessus, susceptible d'etre obtenue par le 
precede selon l'invention, et un excipient pharmaceutiquement acceptable. 

De preference, l'excipient pharmaceutiquement acceptable est un excipient 
approprie pour une application dermatologique. 

La presente invention a Egalement pour objet l'utilisation de cette composition 
nouvelle telle que decrite ci-dessus, susceptible d'etre obtenue par le precede tel que 
decrit ci-dessus, pour la fabrication d'un medicament destine au traitement des troubles 
de la regeneration tissulaire de la peau et/ou des phaneres. 

Par ailleurs, la presente invention a pour objet l'utilisation de la composition 
nouvelle telle que decrite ci-dessus, susceptible d'etre obtenue par le procede tel que 
decrit ci-dessus, pour la fabrication d'un medicament destine au traitement des troubles 
de la peau et/ou des phaneres li£s au vieillissement. 
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Enfin, la presente invention a pour objet l'utilisation de la composition nouvelle 
telle que decrite ci-dessus, susceptible d'etre obtenue par le procede tel que dScrit ci- 
dessus, pour la fabrication d'un medicament destine au traitement des manifestations 
cutanees inflammatoires. 

La presente invention a encore pour objet une composition cosmetique, 
caracterisefe en ce qu'elle comprend, en tant que principe cosmetiquement actif, la 
composition nouvelle telle que decrite ci-dessus, susceptible d'etre obtenue par le 
procede selon 1'invention, et un excipient cosmetiquement acceptable. 

On peut utiliser tout excipient cosmetique connu de l'homme du metier. 

Bien entendu, la composition cosmetique selon 1'invention peut contenir en outre 
des ingredients de type cosmetique connus de l'homme du metier, tels que des agents 
hydratants, des agents adoucissants, ou encore des filtres chimiques ou organiques. 

Les compositions pharmaceutiques et cosmetiques decrites ci-dessus peuvent en 
particulier se presenter sous la forme d'une cr6me, d'une pommade, d'un gel, d'une 
lotion," d'une emulsion huile-dans : eau, d'une emulsion eau-dans-huile ou peuvenf etre 
associees a tout vecteur pharmaceutiquement ou cosmetiquement acceptable tels' que 
des liposomes. 

En outre, la presente invention a pour objet l'utilisation de la composition 
nouvelle telle que decrite ci-dessus, susceptible d'etre obtenue par le procede selon 
1'invention, pour la fabrication d'une composition cosmetique destin£e au traitement 
cosmetique pour la regeneration tissulaire de la peau et/ou des phan£res. 

Par ailleurs, la presente invention a pour objet l'utilisation de la composition 
nouvelle telle que decrite ci-dessus, susceptible d'etre obtenue par le procede selon 
1'invention, pour la fabrication d'une composition cosmetique destinee au traitement 
cosmetique des modifications liees au vieillissement de la peau et/ou des phan£res. 

La presente invention a enfin pour objet une methode de traitement cosmetique 
pour la regeneration tissulaire de la peau et/ou des phandres, caracterisee en ce qu'on 
applique sur la peau et/ou les phandres la composition nouvelle telle que decrite ci- 
dessus, suceptible d'etre obtenue par le procede selon 1'invention. 

La presente invention a par ailleurs pour objet une methode de traitement 
cosmetique des modifications liees au vieillissement de la peau et/ou des phaneres, 
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caract6ris6e en ce qu'on applique sur la peau et/ou les phanfcres la composition nouvelle 
telle que decrite ci-dessus, suceptible d'etre obtenue par le proc£de selon Tinvention. 

Les Figures 1 et 2 represented un Western blot d'une composition pr^par6e par 
le procede selon Tinvention. 
5 La Figure 3 repr^sente un histogramme de la composition globale en acides 

amines de la phase proteique d'une composition prepare par le procede selon 
Tinvention. 

Les Figures 4 et 5 sont des photographies illustrant Teffet de la composition 
prepare selon Tinvention sur la synthase de cytokeratines par des keratinocytes 
10 humains. 

Les Figures 6 et 7 sont des photographies illustrant Teffet de la composition 
prepare selon Tinvention sur des keratinocytes humains en culture sevr^s en oestradiol. 

Les Figures 8 et 9 sont des photographies illustrant Teffet de la composition 
pr^par^e selon Tinvention sur la synthase de cytokeratines par des keratinocytes 
15 humains en culture sevr£s en oestradiol. 

Les Figures 10 et 11 sont des photographies illustrant Teffet de la composition 
pr^par^e selon Tinvention sur la synthese d f elastine par les fibroblastes humains. 

Les Figures 12 et 13 sont des photographies illustrant Teffet des oestrog£nes sur 
des fibroblastes humains. 
20 Les Figures 14 et 15 sont des photographies illustrant Teffet de la composition 

pr£par6e selon Tinvention sur des fibroblastes humains sevr£s en oestradiol. 

La figure 16 est un histogramme illustrant Teffet de la composition prepare 
selon Tinvention sur les melanocytes par la modification de la quantite de melanine 
captee par des keratinocytes mis en culture en presence de la composition. 
25 Les Figures 17 et 18 sont des photographies illustrant Teffet de la composition 

prepare selon Tinvention sur la quantite de melanine captee par des keratinocytes 
humains cultives. 

La Figure 19 est un histogramme illustrant Teffet de la composition prepare 
selon Tinvention sur la secretion de Tinterleukine 1 (IL-1) par les cellules 
30 promyelocytiques HL 60. 

Enfin, la Figure 20 est un histogramme illustrant Tetude de la non cytotoxicity de 
la composition pr£par£e selon Tinvention. 
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Les exemples suivants sont destines a illustrer la pr^sente invention mais ne 
doivent en aucun cas etre interpretes comme pouvant en restreindre la portee. 

Exemple 1 : proc<§de de preparation d'une composition selon I f invention 

5 Le materiel utilise doit etre un materiel type sous vide, bien etanche, de 

preference en Inox. II doit etre pr^cedemment lav£ et rinc£ proprement de fa<?on k 6viter 
tout risque de contaminations bacteriennes. 

1.1) On utilise de la nacre de Pinctada maxima deja debarrassee de la partie 
10 externe de la coquille (periostracum) et mise sous forme de fragments irr^guliers 
(fournie par la societe Pharma Futura 10, rue de Charonne, 75012 PARIS). Les 
fragments sont de taille comprise entre 2 a 5 centimetres de longueur et 0,3 centimetres 
d'epaisseur. 

On effectue un lavage d£contaminant tr£s rapide sans trempage des fragments 
15 dans une solution d' hypochlorite de sodium k 6,6% de chlore actif (12°) puis' 
un sechage extemporan^ment de fa^on & retirer toute trace d'eau. 

Le meulage pour la micronisation doit etre realist k sec dans des jarres en 
zirconium rdserv^es exclusivement & cet effet, pr£c£demment lav^es (eau javellis^e + 
rin9age + lavage eau distillee) et st^rilisees h chaud. Le broyage se fait au moyen de 
20 billes en zirconium, elles-memes stdrilisees. 

La poudre de nacre micronis£e ainsi obtenue prdsente une granulomere 
comprise entre 50 et 150 ^im, Elle est ensuite sterilis^e par irradiation aux rayons y 2,5 
Mrad. 

La poudre de nacre micronis^e ainsi r6alis£e pr^sente les caracteristiques 
25 suivantes : 

- Aspect Pulverulent 

- Couleur Blanche 

- Odeur Caractdristique de la Nacre 

- Arsenic < lppm 
30 - Metaux lourds < 10 ppm. 

Analyse bacteriologique : 

- Num^ro des germes a£robies 1 550/g 
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- Degr6 d'hygrometrie 0,3 % 

1.2) On realise le melange suivant : 400 grammes de poudre de nacre de 
Pinctada Maxima micronis6e comme decrit ci-dessus (granulomere comprise entre 50 
et 150 |im) sont ajout^s progressivement a 600 ml d'un agent d'extraction sous forme 
d'une solution hydroglycolique (eau et ethytenegiycol respectivement selon un rapport 
ponderal 10 : 1) comprenant 0,18 % en poids du collagene marin M PANCOGENE R 
MARIN" (commercialise par la socidte Gattefoss6; Saint Priest, France; denomination 
INCI : "Soluble Collagen"; ntferencement au Japon : "water soluble collagen"; MHV : 
20800CZYOO 10000), et 0,2 % en poids d'acide hyaluronique (commercialise par la 
societe Laboratoire Industriel de Biologie; Soisy Sous Montmorency, France), par 
rapport au poids total de 1'agent d'extraction, sous agitation a environ 4000 
tours/minutes et a une temperature d'environ 20 °C. L'addition etant termini, on 
maintient l'agitation et la temperature pendant 60 minutes. L'agitation doit etre forte et 
homog£ne de fa<?on & mettre toutes les particules du melange en contact et permettre un 
enrobage d'extraction. 

Le melange est ensuite laiss£ au repos pendant 6 heures. 

La composition ainsi obtenue se compose d'une phase solide particulate blanc- 
casse, en suspension dans une phase liquide et a un pH d'environ 8. 
Cette composition comprend : 

- de 1' aragonite (CaC03); 

- des oligo-etements marins : sodium, magnesium, lanthane, zinc, brome, 
cesium, fer, manganese, chlore, cuivre, potassium, calcium, strontium et soufre (voir 
Tableau 1 ci-dessous); 

- des proteines fibreuses : differents types de proteines apparent^es aux 
collagdnes marins, pouvant etre considers comme des coIIag£nes ancestraux de la 
nacre, et le collagene marin "PANCOGENE* MARIN"; 

- des proteines non fibreuses : proteoglycannes, dont l'acide hyaluronique de la 
nacre et 1'agent d'extraction, ainsi que des proteines d' adhesion de la nacre (decorine rp 
et cytokines rp; "rp signifiant "related peptides or proteins" ou "peptides ou proteines 
apparentes", c'est a dire des peptides ou proteines apparentds respectivement h la 
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decorine et a la cytokine dans la mesures ou ils sont reconnus par les anticorps tournes 
contre ces dernteres molecules). 

Les techniques utilises pour ['identification des peptides et proteines dans le 
cadre de la pr^sente invention sont celles decrites dans les articles suivants : 

- electrophor£se - Methode SDS-Page : methode de Laenli, Nature 1970, 227 
680-682; 

- immunotransfert : Western blot selon Towbin H. et al, 1979, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 76(9) : 4350-4354 et Burnette W.N. 1981, Analytical Biochemistry 112 : 195- 
203. 

Les Western blot correspondants sont repr6sent6s aux Figures 1 et 2. 

L'analyse en acides amines de la phase proteique indique la presence d'acide 
aspartique, de threonine, de serine, d'acide glutamique, de glycine, d'alanine, de proline, 
de valine, de methionine, d'isoleucine, de leucine, de tyrosine, de phenylanine, 
d'histidine, de lysine, et d'arginine. La Figure 3 repr6sente un histogramme de la 
composition globale eri acides aminds. 

La composition obtenue comme d6crit ci-dessus sera denomme dans ce qui suit 
par "composition A M . 

Tableau 1 : analyse quantitative des oligo-elements contenus dans la 



composition A 



Element 


Concentration moyenne 

(Hg'g) 


Element 


Concentration moyenne 
( g /100g) 


Soufre 


0,02 


Calcium 


38,8 


Magnesium 


2 






Lanthane 


0,28 






Zinc 


0,4 






Brome 


1,78 






Cesium 


5,5 1 






Fer 


13,6 






Manganese 


50 






Chlore 


296 






Cuivre 


143 






Potassium 


582 






Strontium 


1000 






Sodium 


5420 
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Exemple 2 : etude de Tactivite de la composition A 

La recherche scientifique, histologique et cytologique qui utilise soit des 
modeles in vivo animaux, soit des cultures de cellules humaines en faisant appel k la 
microscopie et aux techniques les plus modernes de detection de substances par 
5 immunologic et immunocytochimie permet actuellement une etude a l'echelle cellulaire 
qui a 6t6 mise en pratique pour experimenter les substances actives de cette composition 
A. 

Cette etude a essentiellement port£ sur trois types de cellules dans la mesure ou 
celles-ci jouent de mantere connue un role majeur dans la structure, le fonctionnement 

10 et la pigmentation du tissu cutan<5 : les keratinocytes, les fibroblastes et les melanocytes. 
Les deux types cellulaires, keratinocytes et fibroblastes, possedent les r^cepteurs 
specifiques aux substances actives de la composition A et en particulier de Tensemble 
des composants de la nacre qui y sont presents, entrainant une cascade de messages 
pouvant atteindre le niveau des couches les plus profondes du derme. 

15 L'etude a non seulement port£ sur leur aspect morphologique mais aussi le 

comportement de leurs composants majeurs, noyaux et cytoplasme, temoignant de leur 
activite de synthese et de leur capacite de renouvellement. La presence de certaines 
substances actives ainsi que celle de proteines de structure s£cr£tees a 6galement ete 
identifI6e. 

20 

1.1) Activite de la composition A sur les keratinocytes : Synthase de cytokeratines 
par des keratinocytes humains cultiv^s en presence de la composition A 

1.1.1) Methode 

25 Les keratinocytes sont les cellules les plus externes de notre corps. lis 

constituent notre premiere barrtere de protection. Les keratinocytes interviennent en 
agissant de mantere passive et active. Cest en constituant une barridre qui joue le role 
de bouclier que les keratinocytes elaborent la protection passive. Ce bouclier est 
fabrique £ partir de cellules dessech£es et anuctees. La forte cohesion des cellules 

30 permet d'assurer un systeme tres homog£ne. Les keratinocytes synthetisent des 
substances, les cytokeratines, qu'ils conservent dans leur cytoplasme pour structurer 
cette barrtere. Les cytokeratines constituent le squelette internes des keratinocytes. Ce 
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squelette interne donne & ces cellules leur volume et augmente leur capacity de 
communication intercellulaire et facilite la captation de la m61anine. Plus Tepiderme 
sera riche en cytokeratines, plus il sera efficace et donnera a la peau son aspect jeune. 
En facilitant le contact entre les cellules, les cytokeratines pr^viennent la perte des NMS 
(Natural Moisturizing Factors : facteurs d'hydratation naturels, tels que les c^ramides, le 
cholesterol et les acides gras). 

La protection active de la peau est liee au fait que les keratinocytes sont les 
premieres cellules de notre corps & etre en contact avec Texterieur. Elles ont done 
developp6 une panoplie de composants destines k informer notre organisme aux 
dventuels changements des conditions de notre environnement. Pour ce faire, ces 
cellules sont capables de synthetiser des facteurs de croissance destines a stimuler les 
cellules sous jascentes du derme (fibroblastes), notamment le PTH related peptide 
(PTHrp), synthetise majoritairement par les keratinocytes et connu pour etre un facteur 
de differentiation cellulaire. 

La methode utilis^e a ete la suivante. Elle met en oeuvre une technique semi- 
quantitative rapide qui permet d f appr£cier le taux de chacune des prolines s£cretees 
presentes dans le cytoplasme cellulaire. 

4,10 4 cellules sont ensemenc£es par chambres de 0,9 cm 2 (lames de 8 
chambres NUNC) et mises en culture pendant une nuit. Apr6s rin9age avec du tampon 
HBSS, le milieu a 1% de la composition A ou le milieu de controle (a 0% de 
composition A) est ajout£ (450 \i\ par chambre). 

Les cultures sont incubees 48 h. Apres elimination des surnageants et rinsage 
des cultures, les cellules sont fix£es avec du paraformaldehyde pendant 30 min k 4°C 
puis rinc£es avec du tampon PBS. 

200 |il d'anticorps primaires anti-cytokeratines sont ajout^s. L'incubation dure 30 
min a temperature ambiante. Les surnageants sont alors elimines et les cellules sont 
rinc^es avec le PBS. 

200 \x\ d'anticorps secondaires reconnaissant l'anticorps primaire et couples h un 
marqueur fluorescent, en I'occurence la fluoresc£ine, sont ajoutes. Aprds 30 min 
d'incubation a temperature ambiante, les surnageants sont elimines et les cellules sont 
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rinses au PBS. Les lames sont alors montees puis examinees au microscope inverse a 
fluorescence (detection par immunofluorescence de cytokeratines intracytoplasmiques). 

La quantite de proteines synthetisees, en l'occurence des cytokeratines, par les 
cellules et ainsi marquees est proportionnelle a l'intensite de la fluorescence resultant du 
marquage immunologique. 

1.1.2) Resultats 

Comme le montre les Figures 4 et 5, 1 'addition de 0,5% de la composition A 
dans le milieu de culture des keratinocytes a pour efifet d'augmenter la synthese des 
cytokeratines. La composition A restaure l'activite des keratinocytes provenant de peaux 
Sgdes ainsi que la secretion de cytokeratines par ces keratinocytes (action sur des 
keratinocytes sevr£s en oestradiol; voir Figures 6, 7 et 8, 9). 

En outre, la synthese par les keratinocytes de PTHrp calcium dependant est 
stimulee en presence de la composition A. Le PTHrp, synthetise majoritairement par les 
keratinocytes, est particulierement actif en presence de 1'ion calcium foumi par la 
composition A et agit en synergie avec les cytokines de la matrice organique totale de la 
nacre presente dans la composition A. 

La decorine, proteine d'adhesion majeure de la regeneration cutanee est 
egalement stimulee en presence de la composition A. 

Les cadherines, proteines d'adhesion calcium dependantes, sont aussi 
grandement responsables de la cohesion. Elles sont stimulees en presence de la 
composition A. 

1.2) Activite de la composition A sur les fibroblastes, synthese d'elastine 

1.2.1) Synthese d'elastine par des fibroblastes humains cultives en presence de la 
composition A 

La methode utilisee est la mSme que celle decrite au paragraphe 1.1.1) ci-dessus 
pour 1'etude sur les keratinocytes. 

Comme cela ressort des Figures 10 et 11, la composition A a 1% de 
concentration stimule fortement la synthese d'elastine par les fibroblastes humains. 
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1.2.2) Comparaison de l'effet des oestrog£nes et du Biocrystal maxima m. sur des 
fibroblastes humains en culture (Figures 12, 13, 14 et 15). 

Les fibroblastes matures peu actifs sont de forme tr£s allong^e, aplatie et 
presenters des noyaux denses. Les fibroblastes actifs ont des noyaux de grande taille, 
arrondis, avec de volumineux nucleoles, temoignant du processus actif de synthese. Le 
type "fibroblaste actif est observe dans les cultures d f explants de peau preleves sur une 
femme de 50 ans sous traitement hormonal de substitution. 

La privation d'oestrogdnes dans le milieu de culture provoque une inactivation 
drastique des cellules. Elles ne sont plus adh£rentes ni confluentes, certaines prdsentent 
un debut de pycnose. 

Les Figures 12 et 14 illustrent l'effet de la composition A sur des fibroblastes 
humains provenant d'explants de femme de 50 ans m^nopausee (done en baisse de 
secretion d'oestrogdnes), sous traitement de substitution. 

Les Figures 13 et 15 illustrent l'effet de la composition A sur des fibroblastes 
humains sevrSs en oestradiol, provenant d'explants de femme de 50 ans menopaus£e, 
sous traitement de substitution. • 

Comme cela ressort de ces Figures 12 a 15, la composition A, ajoutee a 1% au 
milieu de culture restaure completement l'activite des fibroblastes sevr£s. L'action de la 
composition A est remarquable : les fibroblastes ont un noyau bien developpe, tres clair, 
avec un nucleole pro6minent. Leurs corps cellulaires fusiformes s'orientent et sont 
confluents, permettant les ^changes cellulaires. Des rdsultats similaires ont ete obtenus 
en travaillant sur des cellules provenant d'explants de peaux jeunes. 

1.3) Activite de la composition A sur les melanocytes : modification de la quantite 
de melanine captee par des kiratinocytes mis en culture en presence de la 
composition A. 

1.3.1) Methode 

Les melanocytes sont les cellules pigmentaires responsables de la synthese de la 
melanine, pigment qui est k I'origine de la couleur de notre peau. Les cellules 
melanocytaires represented environ 2 a 4 % de la population 6pidermique totale. La 
couleur homog£ne de la peau est due k une repartition du pigment sur toute la surface 
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cutan^e gi£ce au transfert de la melanine sous forme de melanosomes depuis les cellules . 
secretrices (melanocytes) vers les keratinocytes voisins qui la captent. 

La methode consiste a realiser une co-culture keratinocytes/melanocytes avec 
dosage de la melanine. 

5 Les keratinocytes et les melanocytes sont toutes deux des populations cellulaires 

situees au niveau de repiderme. Elles sont obtenues a partir d'un preievement de peau 
apres elimination du derme et digestion enzymatique de repiderme. Les cellules 
epidermiques ainsi isolees sont comptees au Coulter Counter (Coultronics) puis elles 
sont mises en culture dans un milieu de culture classique type Dubelco modifie (eagle 

10 medium) supplement avec de la glutamine, strptomycine/peniciline et 10% de serum + 
de veau foetal . Les pourcentages sont ajustes en fonction des resultats obtenus. Ce 
milieu permet la survie des melanocytes et des keratinocytes. 

Apr£s 4 jours d'incubation en presence de la composition A, les cellules sont 
dig<*rees par un melange NaOH/DMSO puis le surnageant est recupere aprds 

1 5 centrifugation. La lecture est effectuee a 470 nm. 

1.3.2) Resultats 

Les n£sultats sont regrouped dans le tableau 1 suivant et representes par 
1'histogramme a la Figure 16. 

20 



Tableau 2 : jig de melanine captee par les keratinocytes 





echantillon 1 


echantillon 2 


echantillon 3 


moyenne 


ecart type 


temoin 


0,150 


0,149 


0,148 


0,149 


0,001 


Composition 
A (0,5%) 


0,150 


0,132 


0,140 


0,141 


0,009 


Composition 
A (I %) 


0,139 


0,137 


0,143 


0,140 


0,003 



La presence de 1% de la composition A provoque un changement de repartition 
significatif de la melanine captee par les keratinocytes en evitant les concentrations 
ponctuelles (voir les Figures 17 et 18). 
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1.4) Mise era Evidence par immunocytochimie de la stimulation des k^ratinoctes et 
des fibroblastes par Da composition A 

1.4.1) Methode 

II s'agit une technique semi-quantitative rapide qui permet d'apprdcier le taux de 
chacune des proteines (cytokeratine et elastine) pr£sentes dans Ie cytoplasme cellulaire. 
4.1()4 cellules sont ensemenc£es par chambre de 0.9 cm^ (lame de 8 chambres, NUNC) 
et mises en culture pendant une nuit. Aprds rin^age avec du tampon HBSS, le milieu a 
1% de la composition A ou le milieu de controle (a 0 % de composition A) est ajoute 
(450 |il/chambre). Les cultures sont incubees 48 heures. Apr£s elimination des 
surnageants et rin^age des cultures, les cellules sont fix£es avec du paraformaldehyde 
pendant 30 minutes k 4°C puis rinc£es avec du tampon PBS. 200(il d f anticorps anti- 
cytokeratine et/ou anti-elastine sont ajout^s. L'incubation dure 30 minutes a temperature 
ambiante. Les surnageants sont alors elimin£s et les cellules sont rinc£es avec le PBS. 
200jil du deuxteme anticorps conjugue a la fluoresc^ine sont additionrids. Apr£s 30 
minutes d'incubation a temperature ambiante, les surnageants sont elimin^s et les 
cellules sont rinc£es au PBS. Les lames sont alors montees puis examinees au 
microscope a fluorescence invers^e. Les quantites d'elastine ou de cytokeratine 
synthetisees par les cellules sont proportionnelles k l'intensite de la fluorescence. 

1.4.2) Resultats 

L'addition de 1% de la composition A dans le milieu de culture des keratinocytes 
a pour effet d'augmenter la synthese des cytokeratines par les cellules k£ratinocytaires 
de 1'epiderme. Cette stimulation a ete observde d'une manure importante k partir de 
0.5% de la composition A. 

Lorsque les fibroblastes sont incubes in vitro en presence de la composition A (a 
1%) on assiste au bout de 48 heures k une augmentation tr&s sensible de Tintensite de la 
fluorescence traduisant ainsi une stimulation de la synthese de l'elastine par les 
fibroblastes du derme. 
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1.5) Activite anti-inflammatoire de la composition A : dosage de l'interleukine 1 
(IL-1) secretee par les cellules promyelocytiques HL 60 traitees par la composition 
A 

Au cours d'un processus d'infl animation, on assiste d'abord a une migration d'un 
grand nombre de cellules inflammatoires du sang peripherique vers les sites 
d'inflammation, puis a une secretion importante au niveau de ces sites de certaines 
cytokines et notamment de l'IL-1. Cette derniere est consideree comme ayant un role 
majeur. 

Dans cette etude, la secretion de l'IL-1 est mesuree en utilisant une lignee 
cellulaire HL-60 en presence de la composition A. 

La production de l'IL-1 est amplifiee par addition dans le milieu de culture de 
phytohemagglutinine (PHA) qui est un puissant stimulant de la secretion d'IL-1. L'IL-1 
est quantifiee par la technique classique du dosage immunologique par ELISA a l'aide 
d'un anticorps specifique dirig<£ contre l'IL-1 humain. 



1.5.2) Resultats 

Les resultats sont regroupes dans le tableau 3 suivant et represents par 
l'histogramme k la Figure 19. 



Tableau 3 : mise en evidence de l'effet de la composition A sur la production 
d'interleukine 1 (IL-1, en picogrammes) secretee par les cellules promyelocytiques £ 





Echantillon 1 


Echantillon 2 


Echantillon 3 


moyenne 


exait type 


Temoin 


0,703 


0,685 


0,654 


0,681 


0,025 


Composition 

A (0.5 %) 


0,689 


0,664 


0,570 


0,641 


0,063 


Composition 
A (1 %) 


0,494 


0,615 


0,527 


0,545 


0,063 



En presence de 1% de la composition A, on observe done une baisse 
significative de la synthese de l'IL-1 traduisant ainsi un effet anti-inflammatoire tres 
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sensible de la composition A. Cet effet in vitro a 6galement ete observe lors 
d'implantations pratiqu6es chez le rat in vivo. 

L6) Test de toxicide. Mise en Evidence de Da non cytotoxicity de la composition A : 
test M.T.T. d'activite mitochodriale 

1.6.1) Methode 

II s'agit d'un test colorimetrique bas£ sur la reduction d'un sel de tetrazolium 
(M.T.T.) par la NADPH reductase mitochondriale de cellules vivantes en un produit 
formazan bleu-violet. 

2.10 4 cellules dans 200 ^il de milieu de culture sont ensemenc£es dans chaque 
puits (plaque 96, NUNC), puis incubees pendant une nuit pour Ieur permettre de bien 
adherer au plastique. Aprds rin?age des cellules avec du milieu sans s^rurn, les 
diffSrentes concentrations contenues dans le milieu de culture (1 %, 0.5 % et 0.1 % de 
composition A) ou le milieu temoin (0 % de composition A) sont ajoutees a valeur de 
200 nl/puits. 

Apr6s 48 heures d'incubation, les surnageants sont elimin^s et les cellules sont 
rincees avec du tampon HBSS. 100 jil de milieu de culture contenant 20 % d'une 
solution de M.T.T. (bromure de 3-4,5-dimethylthiazoI-2-gamma,l-2,5- 
diphenyltetrazolium; "Thiazolyl Blue") sont additionn^s dans chaque puits. La reaction 
s'effectue pendant 2 heures k Tetuve k 37° C a 5 % de C0 2 . 

Pour permettre une meilleure solubilisation des cristaux de formazan, 1 00 \x\ de 
HC1 0.04N dans de Tisopropanol sont ajoutes puis la reaction colore est lue a une 
longueur d'ondes de 570 nm par un lecteur de microplaques. Les valeurs sont egalement 
exprim^es en densite optique. 

1.6.2) Resultats 

Les resultats sont regroupds dans le tableau 4 suivant et repr£sentes par I'histogramme k 
la Figure 20. 
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Tableau 4 : densites optique mesurSes 





Ech. 1 


Ech. 2 


Ech. 3 


Ech. 4 


Ech. 5 


Ech.6 


moyenne 


ecart 
type 


Temoin 


0,455 


0,466 


0,449 


0,449 


0,47 


0,472 


0,460 


0,01 


Composition 
A (1 %) 


0,732 


0,796 


0,771 


0,785 


0,808 


0,768 


0,777 


0,027 


Composition 
A (0.5 %) 


0,669 


0,675 


0,709 


0,7 


0,698 


0,694 


0,691 


0,016 


Composition 
A (0,1%) 


0,643 


0,648 


0,617 


0,624 


0,621 


0,628 


0,630 


0,013 



La presence de la composition A dans le milieu de culture entraine done une 
augmentation importante de l'activite mitochondriale cellulaire. Cette stimulation de 
5 l'activite enzymatique est dose dependante : plus la concentration en composition A est 
forte, plus l'activite est elevee. Mais, quelle que soit la teneur du milieu en composition 
A, l'activite mitochondriale des cellules est largement superieure a celle des cellules 
temoins non traitees par la composition A. 



10 



2.7) Conclusions sur l'activite de la composition A evahiee in vitro 

La composition A agit directement sur les couches les plus superficielles de 

l'epiderme. 

Les composantes organiques et minerales de cet extrait s'expriment a plusieurs 
niveaux dans le metabolisme des keratinocytes en agissant sur l'activite des cellules de 

15 la couche basale. 

Tout d'abord, la croissance, la division et la differenciation cellulaires sont 
stimulees puis les syntheses specifiques des keratinocytes sont amplifies, notamment 
celles des cytokeratines et les mediateurs destines au bon fonctionnement du derme 
comme par exemple le PTHrp favorisant la cascade de communications intercellulaires. 

20 La sequence de differenciation des keratinocytes basaux, etoiles puis granulaires, 

est stimulee et regulee sans augmentation du nombre des cellules. 
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L'augmentation r6gul£e du nombre des keratinocytes amdliore la structure de 
l'epiderme et les jonctions dermo-£pidermiques. La restructuration de l'epiderme 
contribue h une meilleure protection des couches les plus profondes. 

L'amdioration des synthases sp^cifiques telles que celles des cytokeratines, 
5 stabilise les syntheses pigmentaires et assure une reparation physiologique de la 
melanine au sein des keratinocytes se traduisant par Tabsence de concentrations 
ponctuelles. L'amelioration de la protection cutan£e se fait sans induire d'£paississement 
anormal de la peau, tout en contribuant a approfondir les plans cellulaires couches sur la 
jonction dermo-6pidermique. 

10 C'est parmi l'ensemble des m£diateurs secretes par les keratinocytes que Ton 

trouve des substances contribuant & ameliorer la reponse de cellules a l'agression et a 
rinflammation ainsi que les facteurs de communication permettant les ^changes 
physiologiques entre £piderme et derme. Le renouvellement cellulaire de l'epiderme qui 
est de 4 a 6 semaines est maintenu & son rythme physiologique. 

15 L' amplification de la synthese des mediateurs augmente le recrutemerit de tout 

un ensemble de cellules et c'est parmi ces mediateurs que Ton trouve la Decorine 
apportee par la composition A au niveau £pidermique. 

2. 7.1) Au niveau £pidermique 

En activant la synthese de PTHrp, la composition A agit sur la croissance et la 
20 differenciation des keratinocytes. Cet effet est calcium dependant, d'oii l'interet de la 
presence du calcium ionise dans la composition A. 

L'induction de la division cellulaire et de l'index mitotique au niveau de la 
couche germinale se traduit par une r£elle restructuration de Tepiderme qui devient plus 
resistant, plus profond et en continuelle interaction avec le derme qu'il protege de la 
25 deshydratation. 

2.7.2) Au niveau dermique 

La cascade de stimulation entrain^e par les mediateurs locaux libdres au niveau 
de l'epiderme provoque la synthase d'une tres abondante matrice extracellulaire par les 
30 fibroblastes. Celle-ci est tres structure. EUe est notamment compos£e de 
proteoglycannes, de collagene et de prolines d'adhesion notamment de la Decorine, 
proteine d'adhesion jouant un role majeur dans les ph£nomdnes de restructuration 
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cutan^e (ou r6g<Sn6ration tissulaire cutanee). Elle ptege les cytokines et autres facteurs 
de croissance. Ces observations ont 6galement ete constates in vivo chez le rat. 

Par ailleurs, l'enrichissement en elastine sous l'effet de la composition A dont les 
fibres sont mieux orientees dans la couche conjonctive, permet aux tissus cutanes de 
garder leur souplesse et leur forme au cours des degradations physiologiques entraindes 
soit par les carences et l'age, soit par les agressions notamment les £tirements. 

Les fibroblastes turgescents sont recrutes au niveau des cellules souches 
precurseurs en nombre suffisant pour que l'effet du a leur action et leur presence soient 
durables. Cet effet est entretenu par une microvascularisation accrue. 

La peau est plus 61astique et plus ferme. Elle est r£sistante. Ses composantes se 
renouvellent a un rythme soutenu. 

Au niveau des difKrents types cellulaires de la peau, la composition A pr£sente 
une action r^paratrice et r^gulatrice de l'equilibre physiologique entre ses differents 
constituants. De plus, il prgsente I'avantage de Tinnocuite totale et celui d'avoir un effet 
anti-inflammatoire, done apaisant. 
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Exemple 3 : crime hydratanfe 

Crime Hydratante 



Denomination UNCI 


100 KG 


PFG-100 STFARATE GLYCERYL STEARATE 


1.000 


KAKAr MINIUM LiVJUIUUivl 


O.JUU 


1 ANDI IMP 


1.700 


MYRISTYL ETOXY MYRISTATE 


4.000 


HUILES VEGETALES 


4.000 


CETYL ALCOHOL 


2.500 


TRIETHANOLAMINE 


0.200 


ANTIOXYDANT 


0.030 


PROPYL PARABEN 


0.300 


CARBOMER 


0.250 


DISODIUM EDTA 


0.400 


PROPYLENE GLYCOL 


2.000 


CONSERVATEUR 


0.600 


POLYACRYLAMI DE/C 13-14 


1.000 [ 


ISOPARAFFIN/LAURETH-7 




Composition A 


2.500 


PARFUM 


TRACE 


AQUA 


QSP 100 



5 



10 



15 
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Revindications 

1 . Procede de preparation d'une composition, caract6ris£ en ce qu'il comprend 

les etapes consistant : 

a) a reduire de la nacre en une poudre de granulometrie comprise entre environ 1 

et environ 300 |im; 

b) a mettre la poudre de nacre ainsi obtenue en contact intime avec un agent 
d'extraction sous la forme d'une solution hydroglycolique d'au moins un collagene, d'au 
moins un proteoglycanne ou d'un melange de ces derniers; puis 

c) a r6cup6rer le melange d'extraction, form6 par la mise en contact intime, 
constituant la composition desirSe. 

2. Procede selon la revendication I, caracterisg en ce que la nacre est reduite en 
une poudre de granulometrie comprise entre environ 50 et environ 100 |im. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterisS en ce que la nacre est reduite en 
une poudre de granulometrie comprise entre environ 15 et environ 50 \xm. 

4. Proc6de selon Tune quelconque des revendications pr£c£dentes, caracteris£ en 
ce que le solvant hydroglycolique de I'agent d'extraction pr<§sente un rapport ponderal 
eau:glycol compris entre environ 1 : 100 et environ 100 : 1. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications pr£c£dentes, caracteris£ en 
ce que Tagent d'extraction est une solution hydroglycolique d'au moins un collagdne. 

6. Procede selon la revendication 5, caracteris<§ en ce que le collagene est un 
collagene marin. 

7. Procede selon la revendication 5 ou 6, caract6ris6 en ce que le collagene est un 
collagene marin choisi dans le groupe constitute par le "PANCOGENE* MARIN", le 
"COLLAGENE NATIF MARIN - Code 690" et les melanges de ces derniers. 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications 5 a 7, caract6ris£ en ce que 
la concentration en collagene est comprise entre environ 0,0001 et environ 50 % en 
poids, par rapport au poids total de Tagent d'extraction. 

9. Procede selon l'une quelconque des revendications pr6c£dentes, caracterisS en 
ce que l'agent d'extraction est une solution hydroglycolique d'au moins un 
proteoglycanne. 
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10. Proc6de selon la revendications 9, caract£ris6 en ce que le proteoglycans est 
choisi dans le groupe constitu£ par l'acide hyaluronique, le condroitine sulfate, le 
dermatane sulfate, Teparane sulfate, le keratane sulfate et les melanges de ces derniers. 

11. Procede selon la revendication 9 ou 10, caracteris6 en ce que 1'agent 
5 d'extraction est une solution hydroglycolique d'acide hyaluronique. 

12. Procede selon Tune quelconque des revendications 9 a 1 1, caracteris^ en ce 
que la concentration en proteoglycans est de preference comprise entre environ 0,0001 
et environ 40 % en poids, par rapport au poids total de 1'agent d'extraction. 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications pr£c£dentes, caracterisd 
10 en ce que Ton met la poudre de nacre en contact intime avec 1'agent d'extraction selon 

l'etape b) en realisant un melange, constitud par la poudre de nacre et 1'agent 
d'extraction, tel qu'il comprend, par rapport a son poids total, environ 20 a environ 60 % 
en poids de poudre de nacre obtenue h l'etape a) et le reste en agent d'extraction. 

14. Procede selon 1'une quelconque des revendications pr6c£dentes^ caracterise 
15 en ce qu'on realise la mise en contact intime a l'etape b), pour une temperature donnee, 

pendant un temps suffisant pour r&diser une extraction pratiquement complete. 

15. Procede selon Tune quelconque des revendications pr£c£dentes, caracterise 
en ce que, a la fin de l'etape b) on r£cupere le melange d'extraction, forme par la mise en 
contact intime, constituant la composition d£sir£e, et Ton separe la phase liquide de la 

20 phase solide de la composition. 

16. Phase liquide telle qu'obtenue par le procede selon la revendication 15. 

17. Phase solide telle qu'obtenue par le procede selon la revendication 15. 

18. Composition susceptible d'etre obtenue par le procede selon 1'une 
quelconque des revendications prdcedentes. 

25 19. Composition selon la revendication 18, caract6risee par le fait qu'elle 

comprend au moins, sous forme d'une suspension hydroglycolique : 

- de l'aragonite (CaC0 3 ) ; 

- des oligo-elements choisis dans le groupe constitue par le sodium, le 
magnesium, le lanthane, le zinc, le brome, le cesium, le fer, le manganese, le chlore, le 

30 cuivre, le potassium, le calcium, le strontium, le soufre et les melanges de ces derniers; 

- des proteines fibreuses de la nacre; 

- des proteines non fibreuses de la nacre, et 
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- au moins un collagSne non issu de la nacre et /ou au moins un proteoglycans 
non issu de la nacre. 

20. Composition selon la revendication 18 ou 19, caracterisee en ce quelle 
comprend au moins un collagdne marin non issu de la nacre et au moins un 
proteoglycans non issu de la nacre choisi dans le groupe constitud par l'acide 
hyaluronique, le condroitine sulfate, le dermatane sulfate, I'eparane sulfate, le keratane 
sulfate et les melanges de ces derniers. 

21. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend la 
composition selon Tune quelconque des revendications 18 a 20, en tant que principe 
actif, et au moins un un excipient pharmaceutiquement acceptable. 

22. Composition pharmaceutique selon la revendication 21, caracterisee en ce 
l'excipient pharmaceutiquement acceptable est un excipient approprie pour une 
application dermatologique. 

23. Utilisation de la composition selon Tune quelconque des revendications 18 & 
20, pour la fabrication d'un medicament destine au traitement des troubles de la 
regeneration tissulaire de la peau et/ou des phan&res. 

24. Utilisation de la composition selon l'une quelconque des revendications 18 a 
20, pour la fabrication d'un medicament destine au traitement des troubles de la peau 
et/ou des phaneres lies au vieillissement. 

25. Utilisation de la composition selon Tune quelconque des revendications 18 a 
20, pour la fabrication d'un medicament destine au traitement des manifestations 
cutanees inflammatoires. 

26. Composition cosmetique, caracterisee en ce qu'elle comprend la composition 
selon l'une quelconque des revendications 18 a 20, en tant que principe cosmetiquement 
actif, et un excipient cosmetiquement acceptable. 

27. Utilisation de la composition selon Tune quelconque des revendications 18 a 
20, pour la fabrication d'une composition cosmetique destinee au traitement cosmetique 
pour la regeneration tissulaire de la peau et/ou des phaneres. 

28. Utilisation de la composition selon Tune quelconque des revendications 18 a 
20, pour la fabrication d'une composition cosmetique destinee au traitement cosmetique 
des modifications liees au vieillissement de la peau et/ou des phaneres. 



32 



2799125 



29. Methode de traitement cosmetique pour la regeneration tissulaire de la peau 
et/ou des phandres, caracteris^e en ce qu'on applique sur la peau et/ou les phan^res la 
composition selon Tune quelconque des revendications 18 a 20. 

30. Methode de traitement cosmetique des modifications li£es au vieillissement 
de la peau et/ou des phan£res, caract£ris£e en ce qu'on applique sur la peau et/ou les 
phanSres la composition selon Tune quelconque des revendications 18 4 20. 
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Figure 3 : composition globale en acides amines de la phase protSique de la 
25 composition A 
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30 Figure 4 : synthase dc cy tokeratincs par ties kcratinocytcs humains (culture 

controle) 
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30 Figure 5 : cffct dc la composition A sur la synthcsc dc cytokeratines par dcs 

kcratinoc) tcs humains 
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Figure 6 : keratinocytes humains en culture sevr£s en oestradiol (culture 
con t role) 7 




Figure 7 : effet de la composition A sur des keratinocytes humains en 
culture sevr£s en oestradiol 
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Figures 9 : effet dc la composition A prcparee scion (invention sur la 
synthese dc cytokcratines par des kcratinocytes humains en culture sevrcs 
en oestradiol 
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Figure 10 : synthese d'elastinc par les fibroblastes humains (culture 
controle) 
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30 Figure 11 : effet de la composition A sur la synthese d'elastine par les 

fibroblastes humains 
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Figure 12 : effet des oestrogenes sur des fibroblastes d'explant de femme 
m£nopausee sous traitement de substitution (culture controle de la Figure 



14) 




Figure 13 : effet des oestrogenes sur des fibroblastes d'explant de femme 
mlnopauste sous traitement de substitution : culture en presence 
d'oestradiol puis sevrage et observation 1 heure aprds linkage (culture 
controle de la Figure 15) 
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Figure 14 : effet de la composition A sur des fibroblastes sevrSs en 
oestradiol d'explant de femme m£nopaus£e sous traitement de substitution 
(voir culture controle k la Figure 12) 




Figure 15 : effet de la composition A sur des fibroblastes sevr£s en 
oestradiol d'explant de femme m6nopaus£e sous traitement de substitution : 
culture en presence d f oestradiol puis sevrage d'oestradiol et ajout de la 
composition A. Observation 1 heure aprfcs rin^age (voir culture controle k 
la Figure 13) 
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temoin 



B.M. 0.5 % 



B.M. 1 % 



Figure 16 : effet de la composition A sur Ies melanocytes : modification de 
la quantite de melanine captee par des keratinocytes mis en culture en 
presence de la composition A ft 
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Figure 17 : coculture keratinocy tes melanocytes humains. Quantite de melanine 
capt£e par les keratinocytes humains cultives (controle) 

30 
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Figure 18 : effet de la composition A sur la quantite de melanine captee par des 
k£ratinocytes humains cultivSs 
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Figure 19 : effet de la composition A sur la secretion de rintcrleukinc I 
(TL-1) par Ies cellules promyelocytiques HL 60 
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Figure 20 : etude de la non cytotoxicity de la composition prcparec scion 
Finvcntion : mcsures des dcnsites optiques 



m: 



ii 



REPUBLIQUE FRANQAISE 




2799125 



E3AT0OC3AL DE 
DWDUCTHDELLG 



RAPPORT DE RECHERCHE 

PRELIMINAIRE 

6tabli surla.base des dernferes revendications 
d6pos6es avaiWle commencement de la recherche 



N* d'enregistrement 
national 



FA 579253 
FR 9912409 



DOCUMENTS CONSJDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 



Citation du document avec Indication, en cas de besoln. 
des parlies pertinenles 



Revendicaton(s) 
concern e*(s) 



Classement attrtbue 
a invention par I INPI 



D,A 



WO 97 24133 A (CENTRE NATIONAL DE LA 

RECHERCHE SCIENTIFIQUE) 

10 juillet 1997 (1997-07-10) 

* revendications * 



1-30 



A61K35/56 

A6 IK 7/48 

A61K33/10 

A61K35/56 

A61K31/728 

A61K35/36 



DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES (lnt.CL.7) 



A61K 



Date d* achevemenl de la recherche 

9 aoQt 2000 



Ex3minateur 

Ryckebosch, A 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CIT£S 

X : particufierement pertinent a lui seul 

Y : particulierement pertinent en combinaison avec un 

autre document de la me me categorie 
A : arrtere-plan lechnologique 
O : divulgation non-ecrite 
P : document intercalate 



theorie ou prtnclpe a la base de Tinvention 

document de brevet beneticiant cfune date anterleure 

a la dale de depot et qui n'a ete pubiie qu a cette date 

de depot ou qu'a une date posterleure. 

cite dans la demande 

cite pour d'autres ratsons 



& : membre de la me me lamifle, document corTespondanl 



BNSDOCID: <FR 27991 25A1_I_> 



BlANKPAGt 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

■• ■■■>..■* ■. 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



